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摘要 : 采用 SMART (switching mechanism at 5'end of RNA transcript) 技术 ,构建 了 家 晶 ( Musca domestica ) 
的 cDNA 质粒 文库 。 按 TRIzol Reagent 试剂 盒 的 操作 说 明 提取 家 蝇 触 角 总 RNA， 以 此 为 模板 ， 通 过 PowerScript™ 
反 转 录 酶 反 转 录 合 成 第 一 链 cDNA; 再 以 第 一 链 cDNA 产物 为 模板 ， 用 LD-PCR 合成 cDNA 双 链 。 该 cDNA 产物 
经 分 级 分 离 、 连 接 和 电 转 化 ， 即 得 到 家 蝇 触 角 cDNA 原始 文库 ， 其 滴 度 为 6.3 x 108 cfu/mL。 对 原始 文库 进行 扩 
增 ， 取 适量 扩 增 文库 稀释 并 涂 平 板 ， 用 PCR 方法 测 得 文库 的 重组 率 为 91% ， 插 人 cDNA 的 平均 长 度 为 1.7 kb。 
随机 挑 取 克隆 提取 质粒 ，5' 端 测定 插 和 人 片段 的 核 背 酸 序列 ， 克 隆 得 到 一 个 具有 5' 和 3' 非 编码 区 的 气味 结合 蛋白 
OBP3 基因 (Mdom0BP3 ，GenBank 登录 号 AY826189) 。 测 序 分 析 表 明 ， 该 基因 具有 气味 结合 蛋白 的 标志 性 结构 
域 ; 由 推导 的 氨基 酸 序列 同 源 性 分 析 表 明 ， 该 基因 与 已 报道 的 双 翅 目 昆虫 气味 结合 蛋白 OBP 有 较 高 的 同 源 性 。 
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Construction of a cDNA Library of the Antenna 
of Housefly, Musca domestica 
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Abstract: In order to understand the molecular mechanism of olfaction of housefly, Musca domestica, we constmcted 
a cDNA library using the Creator™ SMART™ cDNA library constmuction kit (Clontech) . Total RNA was isolated from the 
housefly antenna using TRIzol Reagent. The PowerScript™ reverse transcriptase was used to synthesize and anchor the 
first-strand cDNA ，Following reverse transcription, LD-PCR was performed using a modified oligo (dT) and an anchor 
Primer to enrich the cDNA population for full-length sequences. cDNA size fraction, ligation and transformation into E. 
coli were continued to generate the oriental, unamplified cDNA library. The unamplified cDNA library has a titer of about 
6.3 x 108 cfu/mL, in which the recombinant clones with an average insert size of 1.7 kb were about 91 % . Amplification 
of oriental library is vital to obtain enough high quality plasmid for library screening and for long-term storage of the li- 
brary. A full-length odorant binding protein (OBP) cDNA with 5’ and 3’ untranslated regions was isolated from the cDNA 
library, and named MdomOBP3 (GenBank Accession: AY826189). Sequencing and analysis show that the OBP cDNA is 
characterized by typical conservative Cys. Deduced amino acid sequence is highly similar to that of six OBPs from Diptera, 
with sequence identity of 59% - 82%. 
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灵敏 的 嗅觉 对 于 昆虫 的 正常 生存 和 适应 环境 具 ”ing protein, OBP) 则 起 到 运输 脂 溶 性 气味 分 子 穿 过 
有 重要 的 作用 。 昆 虫 感受 到 的 气味 物质 多 为 脂 溶 性 。 亲 水 性 液体 到 达 嗅 觉 神经 末梢 的 作用 (Vogt & Rid- 
的 小 分 子 化 合 物 ， 而 气味 结合 蛋白 (odorant bind- ”diford，1981; Vogt & Lerer，1989)。 到 目前 为 止 ， 
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已 从 鳞 翅 目 昆虫 ， 如 玉米 蜡 (〈(Osrrinia nubilalis ) 
(Vogt et al，1991a)、 烟草 天 蛾 (Marduca sexta ) 
(Vogt et al，1991b) 、 烟 芽 夜 蛾 ( Heliothis virescens ) 
(Krieger et al，1993)、 谷 实 夜 蛾 ( Helicoverpa zea ) 
(Callahan et al，2000)， 双 起 目 昆 虫 如 尖 音 库 蚊 
(Culex pipiens ) (Jshida et al，2002)、 黑 刚果 晶 
( Drosophila melanogasier ) (Zhou et al，2004) 、 内 比 
亚 按 蚊 (Anopheles gambiae) (Xu & Smith, 2004; 
Li & Zhou，2004)、 埃 及 伊 蚁 (hedes aegypti) 
(Ishida & Leal，2004a) 、 环 只 库 蚊 ( Culex tarsalis ) 
(Ishida & Leal，2004b) 以 及 其 他 目的 多 种 昆虫 中 
克隆 出 了 0BP 基因 。 由 这 些 基 因 推 导 的 氨基 酸 序 
列 中 都 具有 6 个 保守 的 半 胱 氮 酸 位 点 ，6 个 半 胱 氨 
酸 分 别 交叉 形成 3 个 二 硫 键 。 这 是 昆虫 气味 结合 蛋 
白 典 型 的 保守 序列 和 结构 域 ， 也 是 鉴定 典型 气味 结 
合 蛋 白 的 标志 。 

家 蝇 嗅 觉 探测 的 分 子 机 制 研究 可 为 昆虫 嗅觉 机 
制 的 研究 提供 一 个 模型 , 而 家 蝇 气 味 结合 蛋白 基因 
的 克隆 对 研究 家 蝇 的 嗅 党 机制 以 及 综合 治理 具有 重 
要 的 意义 。 构 建 家 蝇 触 角 cDNA 文库 ， 一 方面 可 以 
一 次 性 永久 保存 基因 资源 ， 另 一 方面 可 以 利用 功能 
筛选 、 免 疫 学 筛选 、Southerm 杂交 和 大 规模 序列 测 
定 等 现代 分 子 生物 学 技术 来 寻找 与 家 蝇 嗅觉 反 应 相 
关 的 功能 基因 ， 从 分 子 水 平 深 入 探讨 家 蝇 的 嗅觉 机 
制 。 此 外 ， 利 用 家 蝇 嗅 觉 机 制 的 研究 结果 ， 有 望 设 
计 出 家 蝇 综 合 治 理 的 新 方法 和 新 策略 。 
1 材料 和 方法 
1.1 材 料 
1.1.1 实验 昆虫 家 蝇 由 本 研究 所 人 工 饲料 饲养 ， 
羽化 后 6 ~ 8 d 内 前 下 触角 2 mg， 立 即 放 在 液 氮 中 
冷冻 ， 然 后 置 于 -70 和气 保 存 备用 。 
1.1.2 主要 试剂 ”Creator™M SMART™ 文 库 构 建 试 
剂 盒 购 自 Clontech 公司 ，TRIzol Reagent 总 RNA 分 
离 试 剂 盒 购 自 Invitrogen Life Technologies 公司 ， 菌 
株 为 E.coli DHSa。 
1.1.3 引物 Q@ SMART IV™ 寡 核 车 酸 :5'- 
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTACGGC- 
CGGG-3 (下 划 线 表示 Sh I A 位 点 ) ; @CDS 亚 / 
3'PCR 引物 : $'-ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGA- 
CATG-d (T)3oN _1N-3' (下 划 线 表示 引 工 B 位 点 ) 
(N=A, G, C, 或 T; N_1=A,G, orC); ®@5’'PCR 
引物 : 5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3'; @ 








M13 通用 测序 引物 。 
1.2 方法 
1.2.1 总 RNA 提取 按 TRIzol Reagent 试剂 盒 的 
操作 说 明 书 提取 家 蝇 触 角 总 RNA。 电 泳 检测 RNA 
的 完整 性 ， 紫 外 分 光 光 度 计 测 定 RNA 浓度 。 
1.2.2 第 一 链 cDNA 的 合成 取 1ug 家 蝇 触 角 总 
RNA 作为 合成 cDNA 第 一 链 的 模板 ， 在 SMART 
TIVIM 窒 核 苷 酸 引 物 和 CDS 亚 /3'PCR 引物 的 引导 下 ， 
通过 PowerScriptIM 反 转录 酶 合成 第 一 链 cDNA 。 
1.2.3 LD-PCR 合成 第 二 链 cDNA ”以 第 一 链 cD- 
NA 产物 为 模板 ， 用 CDS 本 /3'PCR 引物 和 5'PCR 
引物 ， 在 GenAmp 9 600 PCR 仪 上 ， 用 LD-PCR 
(long-distance polymerase chain reaction) 合成 第 二 
链 cDNA。 将 上 述 第 一 链 cDNA 产物 平均 分 成 4 份 ， 
分 别 进行 18、20、22 和 24 个 循环 。 反 应 条 件 如 
下 : 95 乞 预 变性 20 s; 然后 95 和 变性 5 s，68 怠 
复 性 延伸 6 min。 反 应 结束 后 取 适 量 的 PCR 产物 ， 
在 1.0% 的 琼脂 糖 凝 胶 上 电泳 检测 PCR 扩 增 合成 
cDNA 第 二 链 的 效率 。 
1.2.4 cDNA 的 纯化 、 酶 切 ”吸取 50 pL 扩 增 的 ds 
cDNA (2~3 pg) 到 一 个 0.5 pL 灭 菌 的 离心 管 中 ， 
加 入 2 wL 蛋白 酶 K (20 pg/L)， 混 匀 ， 离 心 。45 
和 温浴 20 min 离心 。 加 入 50 pL 去 离子 水 ， 加 100 
册 酚 :氯仿 : 异 成 醇 (25:24:1) 抽 提 ，14 000 r/ 
min 离心 5 min。 收 集 上 层 液体 到 另 一 个 干净 的 离 
心 管 中 ， 加 入 等 体积 的 氯仿 : 异 戊 醇 (24:1) 混 匀 ， 
14 000 r/min 离心 5 min。 再 收集 上 层 液体 到 另 一 个 
干净 的 离心 管 中 ， 加 入 1/10 体积 的 3 M 乙酸 钠 和 
2.5 倍 体 积 的 95% 乙 醇 ， 室 温 条 件 下 14 000 r/min 
离心 20 min。 倒 掉 上 清 液 ， 用 100 yL 80% 乙醇 洗 
沉淀 物 ， 空 气 干燥 沉淀 物 约 10 min， 加 79 pL 的 去 
离子 水 溶解 沉淀 。 

在 一 新 的 0.5 mL 离心 管 中 加 入 以 下 试剂 : 79 
LL cDNA, 10 pL 10x SA I Buffer, 10pL Sil, 1 
HL 100 x BSA。 总 体积 为 100 pL。 充 分 混 匀 ，50 % 
温浴 2h， 加 2 pL 1% 二 甲 茶 胺 染料 。 
1.2.5 cDNA 的 分 级 分 离 、 连 接 和 电 转 化 ”准备 
16 个 收集 管 ， 标 记 为 1 一 16。 按 照 试 剂 盒 操作 说 明 
书 ， 用 700 pL 缓冲 液 洗 CHROMA SPIN-400 柱子 ， 
待 洗 柱 缓冲 液 流 完 ， 将 上 面 的 酶 切 产 物 约 100 pL 
平稳 地 加 到 胶 层 中 间 ， 直 到 产物 全 部 渗 到 胶 面 下 。 
加 100 pL 缓冲 液 使 染料 层 下 降 数 毫米 。 放 置 好 第 1 
个 收集 管 ， 加 600 pL 缓冲 液 ， 收 集 滴 出 的 液体 ， 
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每 管 收集 35 nL。 每 管 取 3 pL 点 于 1.1% 琼 脂 粮 凝 
胶 上 ，150 V 电泳 检测 10 min。 合 并 cDNA 片段 长 
度 大 于 300 bp 的 3~4 管 ， 加 入 糖 原 和 NaAC， 并 
用 95%% 乙 醇 沉淀 双 链 cDNA， 自然 干燥 后 用 7 pL 去 
离子 水 溶解 cDNA。 

分 别 用 0.5、1.0 和 1.5 pL cDNA 与 1 pL 
pDNR-LIB (Sf 工 处 理 过 的 载体 ) 进行 连接 反应 以 
测定 最 佳 连接 比例 ， 加 入 T4 DNA 连接 酶 ，16 所 连 
接 过 夜 。 

取 3 份 25 pL 感受 态 宿主 菌 (E.coli DH5a)， 

放置 冰 水 浴 中 融化 ; 分 别 加 入 上 述 连接 液 ， 轻 轻 混 
匀 后 迅速 进行 电 转 化 反应 ; 迅速 取出 电 转 化 杯 ， 将 
转化 细胞 悬 液 分 别 转 和 人 含 970 wuL LB 培养 基 的 离心 
管 ，37 民 振 葛 培 养 1 h， 转 速 为 225 r/min。 取 培养 
物 稀释 后 涂 布 于 含 30 ng/rpL 氧 霍 素 的 LB 平板 上 ， 
于 37 CC 培养 18 ~ 20 h,， 根据 菌落 的 生长 情况 确定 
最 佳 连接 比例 ， 按 此 比例 对 剩余 的 cDNA 进行 连接 
反应 和 电 转 化 反应 ， 得 到 的 培养 物 作为 原始 文库 保 
存 于 4 乞 备 用 。 
1.2.6 扩 增 文库 的 建立 和 文库 质量 分 析 取 1 pL 
上 述 原 始 文库 ， 用 LB 培养 基 进 行 10-3 和 10- 疑 释 
后 ， 涂 布 于 含 30 ug/uL 氯 霉 素 的 LB 平板 上 ， 进 行 
文库 滴 度 测定 ; 根据 文库 滴 度 估算 进行 文库 扩 增 所 
需 的 平板 数目 。 每 一 个 含 30 g/L 氯 霉 素 的 150 
mm LB 平板 上 ， 涂 布 10 ulL 原始 文库 与 150 pL LB 
培养 基 的 混合 液 ，37 培养 18 ~ 20 h; 加 入 5 mL 
LB 培养 基 和 25% 甘油 ， 使 菌落 悬浮 于 液体 中 。 收 
集 所 有 平板 中 的 菌落 悬浮 液 于 - 70 % 保存 ， 邵 为 
扩 增 文库 。 

用 MI13 通用 测序 引物 ， 通 过 PCR 方法 ， 佑 测 
文库 的 重组 率 ， 并 通过 电泳 分 析 cDNA 插 人 片段 的 
分 布 范围 。 

1.3 测序 和 分 析 

用 牙签 随机 挑 取 平板 上 的 克隆 ， 提 取 质 粒 
DNA， 进 行 酶 切 鉴定 ， 检 查 插入 片段 的 长 度 。 用 
DNA 自动 测序 仪 进 行 序列 测定 ， 所 获得 的 序列 结 
果 与 GenBank 中 的 序列 进行 相似 性 分 析 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 总 RNA 的 完整 性 和 反 转 录 

用 TRIzol Reagent 总 RNA 分 离 试剂 盒 得 到 的 
RNA， 用 紫外 分 光 光 度 计 测 定 表 明 Azeo/A2so 为 
1.9， 说 明 纯 度 较 高 。 从 电泳 结果 看 ，28S$ 和 185S 


条 带 清晰 ， 无 拖 尾 (图 1)。 说 明 RNA 质量 较 高 ， 
可 以 用 于 反 转 录 。 反 转录 后 ，cDNA 经 过 LD-PCR,， 
最 适当 的 反应 循环 数 为 18 个 。 由 于 大 多 数 昆虫 的 
mRNA 小 于 2 ~ 3 kb (Clontech，2001)， 电 泳 显示 
双 链 cDNA 在 0.1~ 3.5 kb 表现 为 连续 拖 尾 (图 
2)。 用 CHROMA SPIN-400 柱子 对 cDNA 分 级 分 离 
后 ， 电 泳 结果 表明 第 3、4、5 和 6 管 洗 脱 物 中 cD- 
NA 的 长 度 大 于 300 bp。 





图 1 家 蝇 总 RNA 的 凝 胶 电泳 图 谱 
Fig. 1 Eletrophoresis of total RNA from Musca domestica 





图 2 家 蝇 LD-PCR 产物 的 琼脂 糖 凝 胶 电泳 图 谱 
Fig. 2 Agarose electrophoresis of LD-PCR product 
from Musca domestica 
M: DNA 分 子 量 ; 泳 道 1 和 2 分 别 为 24 和 18 个 循环 的 LD-PCR 
结果 。 
M: DNA marker; Lane 1 and 2: Products of LD-PCR by 24 and 18 
circles respectively. 


2.2 cDNA 文库 的 构建 和 质量 
通过 实验 ， 发 现 加 入 1 AL 的 cDNA 时 文库 的 
连接 效率 最 高 ， 滴 度 为 5.8 x 108 cfu/mL。 本 实验 
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利用 此 比例 构建 了 家 蝇 触 角 的 cDNA 文库 ， 滴 度 为 
6.3 x 108 cfu/mL。 

用 M13 通用 测序 引物 对 挑 取 的 128 个 单 菌落 进 
行 PCR 扩 增 , 很 多 插入 片段 在 0.8 kb 以 上 ,最 长 
的 达 2.5 kb， 平 均 长 度 为 1.7 kb。 其 中 有 11 个 空 
载体 ， 据 此 计算 出 文库 的 重组 率 达 到 91% 。 根 据 
美国 Clontech 公司 的 一 个 良好 基因 文库 的 质量 标准 
(原始 文库 的 重组 子 数 目 为 Sx 105 ~ 5 x 108 clones ， 
重组 率 大 于 90%, 插入 cDNA 片段 不 小 于 0.3 kb， 
平均 大 于 1 kb)， 所 构建 的 家 蝇 触 角 cDNA 文库 质 
量 较 高 。 
2.3 MdormOBP3 基因 的 克隆 和 序列 分 析 

本 实验 共 提 取 800 个 阳性 质粒 ， 用 M13 正 向 引 
物 从 5’ 端 测序 。 将 这 些 序列 与 GenBank 中 的 有 关 序 
列 进行 比较 ， 发 现 已 获得 一 个 具有 5' 和 3' 非 编码 区 


的 气味 结合 蛋白 OBP3 全 长 基因 ， 命 名 为 Mdo- 
mOBP3 (GenBank 登录 号 : AY826189)。 
Mdom0OBP3 由 618 个 核 背 酸 组 成 ， 拥 有 从 51 
~515 共 465 个 核 苷 酸 的 开放 阅读 框 ， 编 码 154 个 
氨基 酸 (图 3)。 家 蝇 气 味 结合 蛋白 OBP3 具有 昆虫 
气味 结合 蛋白 典型 的 保守 序列 和 结构 域 ， 即 N 末端 
有 一 段 20 个 氨基 酸 左右 的 信号 肽 ， 序 列 中 有 6 个 
保守 的 半 胱 氨 酸 位 点 ， 通 常 的 模式 是 X18-Cys-X30- 
Cys-X3-Cys-X4-Cys-Xs.10-Cys-Xas-Cys-X2z426 (X 为 任 
意 氨 基 酸 )。 通 过 分 子 建 模 发 现 ， 它 们 能 形成 稳定 
的 三 维 球形 结构 ， 其 中 6 个 半 胱 氨 酸 分 别 交 叉 形 成 
3 个 二 硫 键 , 即 Cys 工 = Cys ,Cys 了 [ = CysV ,CysIV 
= Cys Wl ,与 气味 结合 蛋白 二 级 结构 的 形成 有 关 。 运 
用 BLAST 校 验 ,将 Mdom0BP3 推导 出 的 氨基 酸 序 
列 与 已 报道 的 6 种 双 起 目 昆 虫 的 气味 结合 蛋白 进行 


1 aggccgagccagggctcacggtggaccaggaaggaccacgccacattaaa 50 
51 atggctttgaagggcttaggtcggggtgtcagtgcgtctgtcctcttaatcgtgttgtcg 110 
MALKCOCLG6GRGOOVSASYVLLIYVL S 


111 ctcctcaccggcgccccgatcctaccgcgagccactgcgcagcgggacgacaactatcca 170 


L L TG API 


LP RAT AQRDDNYP 


171 cagccggtaaagctgaaaatggccaagcccttgcacgacgcgtgtgtggagaatacgggc 230 
QPVKLXKXNMAIKPLRHDACVENTG 
231 gtcatcgaggctgccatcaaggagttcagcgatggggagattcacgaggacgagaatcta 290 


Vv I E AA I KkFEF SDGEI 


HE DENL 


291 aaatgctacatgaactgcttcttccacgagatcgaagtggtggacgaccatggggacgtg 350 
XKXCYMNCFFHE IEVVDDHG DYV 
351 catctagagaagctcttcgccacggtaccgctacccatgcgcgacaacctgatggagatg 410 
HLELKLERFRATVPLPMRDNLMEC NM 
411 tccaagggctgcgtccatccggagggcgatacgctgtgccacaaggtctggtggttccac 470 
SKk6rCYVY HP ESGDT LC HK VY WW FH 
471 cagtgctggaaaaaggccgatcccaagcactacttcttgccgtgaacaccagctttgaga 530 

QCWKKADPKRYRLP 共 
531 attaaagatatttgaaaacatatatttttagaactggtgatattattatagatattaaaa 590 


591 tapataaaltggtatacggaaaaaaaaaa 618 


图 3 家 蝇 气 味 结合 蛋白 基因 Mdom0BP3 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 
Fig. 3 OBP cDNA MdomOBP3 and deduced amino acid sequence clonedfrom Musca domestica 
下 划 线 表示 起 始 密码 atg， 星 号 为 终止 密码 tga， 方 框 内 为 加 尾 信 号 aataaa。 
The sequence underlined indicates initial codon atg，the sequence with asterisk indicates stop codon tag, and the 
sequence with bracket indicates a polyadenylatioin signal aataaa . 
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MdomOBP3 MALKGLGRGVSASVLLIVLSLLTGAPILPRATAQRDDNYPQPVKLKMAKPLHDACVENTG 

Dmel0S-F MALNGFGRRVSASYLLIALSLLSGALILPPAAAQRDENYPPPGILKMAKPFHDACVEKTG 

Dmel10S-E 一 -一 一 一 一 一 一 一 一 -一 -一 一 -一 RRDGEWPPPAILKLAKHFHDIGAPKTG 

Cpip0BP -一 一 一- 一 一 -一 -一 一 VLADVTPRRDAEYPPPELLEALKPLHDIIAKKTG 

Ctar0BP -一 一 一 一 一 一 -一 -一 一 一 一 一 TPRRDAEYPPPELLEALKPLHDIOVKKTG 

haeg0BP1 一 一 -一 -一 -一 -一 一 一 一 -一 TPRRDAEYPPPEFLEAMKPLREIIIKKTG 

Agan0BP 一 -一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 LGDTTPRRDAEYPPPELLEALKPLHDIGLGKTG 
2 

MdomOBP3 。 VIEAAIKEFSDGEIHEDENLKGYMNGFFHEIEVYDDHGDVHLEKLFATVP-LPMRDNLME 

Dmel0S-F 。 VTEAAIKEFSDGEIHEDEKLKMNGFFHEIEVVDDNGDVHLEKLFATVP-LSMRDKLME 

DmelOS-E 。 VTDEAIKEFSDGQIHEDEAL FHEIEVVDDNGDVHMEKLFNAIPGEKLRNILME 

CpipOBP VTDEAIIEFSDGKIHEDEKLKCYMNG.FHEAKVYDDNGDYHLEKLHDSLP-NSMHDIAMH 

CtarOBP VTDEAIIERFSDGKIHEDEKLKIGYMNMOLFHEAKVYDDNGDVYHLEKLHDSLP-NSMHDIAMH 

AaegOBP1 。 VYTEEAIIEFSDGKVHEDENLKfYMNGLFHEAKYVDDTGHVHLEKLHDALP-DSMHDIALH 

AgamOBP 。 VTEEAIKKFSDEEIHEDEKLKfGyMNGLFHEAKVYDDNGDVHLEKLHDSLP-SSMHDIAMH 

新 疼 记 攻关 疾 并 计谋 并 关 话 放 关 折 放 浙 。 蜂 拉 疾 ， 活 并 其 关 新、 放 科 攻关 话 ， 新 

MdomOBP3 MSKGOVHPEGDTLCHKV WWFHACWKKADPKHYFLP 

Dmel0S-F MSKGOVHPEGDTLIOHKAwWFHACKKADPKHYFLP 

Dmel0S-E ASKGOMHPEGDTLOHKAWWFHAGWKKADPVHYFL- 

CpipOBP 。 MGKRGLYPEGENLGEKAFWLHKGwkQADPKHYFL- 

CtarOBP 。 MGKRGLYPEGENLGEKAFWLHKGwkQADPKHYFL- 

AaegOBP1 ”MGKRILYPEGENLEEKAFWLHkgwkESDPKHYFL- 

AgamOBP ~ MGKRGLYPEGETUBpbkAFWLHkfpkqsDPKHYFL- 


新 放 : :六 洪江 ，， 闪 计谋 ， 证 ， 放 :其 其 主攻 六 关 并 并 并 


4 根据 Mdom0BP3 推导 的 氨基 酸 序列 与 其 他 6 种 双 翅 目 昆 虫 的 气味 结合 蛋白 的 同 源 性 比较 

Fig. 4 Homologous comparison of decuced amino acid sequence from MdomOBP3 and corresponding 
sequences of the OBPs from Diptera 

“x ”表示 与 推导 的 气味 结合 蛋白 序列 相同 的 氨基 酸 ,“:” 和 “.” 表 示 与 气味 结合 蛋白 序列 相似 的 氨基 酸 ; 

方 框 表示 保守 的 半 胱 氨 酸 位 点 。 

“< ”indicate amino acid identical to that from MdomOBP3, “:” and “.” indicate amino acid positive to that from 

MdomOBP3 . The amino acids in the brackets represent the conservative Cys. 

DmelOSF: 黑 腹 果 蝇 [Drosophila melanogaster odorant-binding protein OS-F (AAB51684)]; Dmel0S-E: 果 蜗 

[Drosophila melanogaster odorant-binding protein OS-E (AAB51683)]; CpipOBP: 尖 音 库 蚊 [Culex pipiens quin- 

quefasciatus OBP (AAL86413) ] ; CtarOBP: 环 吧 库 蚁 [Culex tarsalis OBP (AAO73465) ]; AaegOBP1: 埃及 伊 蚊 

[Aedes aegypti OBP (AA074643)]; AgamOBP: 冈比亚 按 蚊 【Anopheles gambiae (AAL84179)]. 


同 源 性 分 析 ， 结 果 如 图 4 所 示 。 由 Mdom0BP3 推 
导 的 氨基 酸 序列 与 这 6 种 气味 结合 蛋白 同 源 性 较 
高 : 同 源 性 为 599% ~ 82% ， 相 似 性 为 72% ~ 85%; 
核 苷 酸 序列 的 同 源 性 更 高 : 为 76% ~ 92% ， 如 表 1 
所 示 。 因 此 ， 从 序列 结构 和 生化 特性 的 分 析 结 果 
看 ， 本 实验 所 得 到 的 618 bp 的 cDNA 序列 很 可 能 
是 编码 家 蝇 气 味 结合 蛋白 OBP3 的 核 背 酸 序列 。 


3 讨论 
本 研究 结果 表明 ， 家 蝇 气 味 结合 蛋白 基因 


Mdom0BP3 具有 昆虫 气味 结合 蛋白 典型 的 保守 序 
列 和 结构 域 ， 即 具有 6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 位 点 ，6 
个 半 胱 氨 酸 分 别 交叉 形成 3 个 二 硫 键 ， 与 气味 结合 
蛋白 二 级 结构 的 形成 有 关 ; OBP3 的 三 维 结构 中 能 
形成 疏水 性 袋 状 结构 ， 这 可 能 与 其 运输 气味 小 分 子 
有 关 ; 为 带 酸性 的 小 分 子 。 对 这 个 片段 推导 的 氨基 
酸 序列 进行 同 源 性 分 析 ， 表 明 与 已 报道 的 双 翅 目 昆 
虫 的 气味 结合 蛋白 OBP 有 和 较 高 的 同 源 性 :氨基 酸 序 
列 与 核 苷 酸 序列 的 同 源 性 分 别 为 59% ~ 82% 和 
76 % ~ 92 %。 从 生化 特性 和 序列 结构 来 看 , 它 是 较 
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表 1 克隆 的 家 蝇 气 味 结合 蛋白 基因 MdomOBP3 及 其 推导 的 氨基 酸 序列 与 其 他 6 种 双 翅 目 昆 虫 的 气味 结合 


蛋白 的 同 源 性 (%) 比较 


Tab. 1 Homologous comparison (%) of nucleotide sequences and deduced amino acid sequences from cloned 
OBP gene MdomOBP3 in Musca domestica with the OBPs from Diptera 





DmelOS-F DmelOS-E CpipOBP CtarOBP AaegOBP1 AgamOBP 
cDNA 同 源 性 cDNA homologous 92 90 77 76 82 87 
氨基 酸 同 源 性 Aminoacid homologous 82 73 62 63 59 61 





理想 的 家 蝇 气 味 结合 蛋 白 候 选 基因 。 根 据 本 实验 克 
隆 得 到 的 Mdom0BP3 基因 的 核 苷 酸 序列 设计 探 针 ， 
可 以 筛选 得 到 更 多 的 嗅觉 相关 蛋白 基因 。 作 为 本 研 
究 的 后 续 工 作 ， 可 以 将 该 全 长 基因 Mdom0BP3 克隆 
到 原核 生物 表达 载体 中 ， 构 建 原核 表达 载体 ， 然 后 
在 大 肠 杆菌 中 进行 表达 ， 以 期 获得 足够 的 气味 结合 
蛋白 用 于 生化 特性 和 生理 功能 的 研究 ， 解 决 昆虫 触 
角 小 、 气 味 结合 蛋白 难于 提取 的 问题 。 
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